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Seznam uporabljenih kratic  
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BPK5 biokemijska potreba po kisiku – 5 dni 
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E2 17β-estradiol 
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PAH policiklični aromatski ogljikovodik 
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Spremembe strupenosti pri ozonaciji odpadne vode 
 
Povzetek: 
Napredni oksidacijski procesi so metode oksidacije, pri katerih dobimo zelo močan 
oksidant hidroksilni radikal (•OH). Ti procesi se uporabljajo predvsem za oksidacijo 
organskih onesnaževal, ki se v procesu lahko popolnoma mineralizirajo do ogljikovega 
dioksida, vode in anorganskih spojin. Kadar mineralizacija ni popolna, dobimo 
oksidacijske medprodukte, ki so lahko bolj strupeni od začetne organske molekule, zato 
moramo preveriti tudi njihov vpliv na okolje. 
 
V diplomskem delu smo se osredotočili predvsem na študijo sprememb strupenosti pri 
ozonaciji odpadne vode. Kot modelno odpadno vodo smo uporabili raztopino tiamulin 
fumarata s koncentracijo 400 mg/L. Raztopino smo ozonirali v štirih ciklih šaržne 
ozonacije. Vsak cikel je trajal 10 minut. Spremembo strupenosti antibiotika med 
oksidacijo smo ugotavljali z ekotoksikološkimi testi z malo vodno lečo Lemna minor. 
Poleg strupenosti smo analizirali še spremembo celotnega organskega ogljika med 
ozonacijo.  
 
Rezultati so pokazali, da raztopina timaulin fumarata in ozonirani vzorci te raztopine 
zavirajo rast male vodne leče ter zmanjšujejo koncentracijo klorofila v členkih rastline. 
Strupenost raztopine se po ozonaciji ni spremenila, saj so razlike specifičnih rasti 
členkov male vodne leče vseh ozoniranih vzorcev napram začetni raztopini antibiotika 
zelo majhne. Kljub temu, da se je koncentracija celotnega organskega ogljika med 
ozonacijo zmanjšala, pa se strupenost ni spremenila, kar nakazuje na prisotnost 
medproduktov, ki so prav tako strupeni. 
 
 
Ključne besede: AOPs, hidroksil radikal, mala vodna leča Lemna minor, ozonacija, 
strupenost  
 
 
 
Changes of toxicity during ozonation of wastewater 
 
Abstract:  
Advanced oxidation processes are methods of oxidation, in which a very strong 
oxidazing agent, hydroxyl radical, is generated. They are mainly used for the oxidation 
of organic pollutants, which can be completly mineralized to carbon dioxide, water and 
inorganic compounds. When mineralization is incomplete, oxidation by-products are 
obtained and may be even more toxic than the initial organic molecule. Their impact on 
the environment needs to be assessed. 
 
The aim of this diploma thesis was to study the toxicity of ozonated wastewater. A 
solution of the antibiotic, tiamulin fumarate, in a concentration 400 mg/L was used as 
the model wastewater. The solution was treated with four ozonation cycles in a batch 
reactor. Each cycle lasted 10 minutes. The effects of antibiotic were determined by 
ecotoxicological tests on duckweed Lemna minor. In addition to toxicity testing, we 
also analysed the content of  total organic carbon during ozonation. 
 
The results of the experiment have shown that the solution of timulin fumarate and the 
ozonated samples of this solution inhibit the growth of a Lemna minor and reduce the 
concentration of chlorophyll in fronds of the plant. The toxicity of the solution did not 
change after ozonation, as the differences in the specific growth of all of the ozonated 
samples compared to the initial antibiotic solution are very small. Despite the fact that 
the total organic carbon decreased during ozonation, the toxicity did not change, 
indicating the presence of toxic by-products. 
  
Keywords: AOPs, duckweed Lemna minor, hydroxyl radical, ozonation, toxicity 
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1 Uvod 
Zaradi vse večje onesnaženosti vode s farmacevtskimi učinkovinami, produkti za 
osebno nego, industrijskimi kemikalijami, itd., se je pojavila potreba po razvoju novih 
tehnologij čiščenja odpadne vode. Za te kemikalije v odpadnih vodah preproste biološke 
čistilne metode niso zadostne, saj so onesnaževala kemijsko stabilna ali pa se v procesu 
biorazgradljivosti ne razgradijo popolnoma. Izpust takih onesnaževal negativno vpliva 
na okolje in zdravje ljudi. Potrebno je bilo razviti tehnologije, ki bodo veliko bolj 
učinkovite in zanesljive. Med take tehnologije spadajo tudi napredni oksidacijski 
procesi (AOPs) [1, 2]. 
 
 
1.1 Napredni oksidacijski procesi 
AOPs so definirani kot oksidacijski procesi, ki ustvarjajo in-situ reaktivne proste 
radikale, predvsem hidroksilne radikale (•OH), ki so eden izmed najmočnejših 
oksidantov [3, 4]. Njegov redoks potencial je 2,70 eV, in je takoj za fluorom (2,85 eV) 
[5]. Poleg te lastnosti pa ima •OH še druge karakteristike pomembne za AOPs procese: 
v procesih hitro nastaja, ima kratko življenjsko dobo, je prisoten v naravi, se obnaša 
elektrofilno, je zelo reaktiven in neselektiven [3]. 
 
AOPs procesi potekajo v dveh korakih, in sicer se najprej formira močan oksidant, ki 
nato reagira z organsko molekulo v vodi [5]. Ti procesi lahko mineralizirajo skoraj vsa 
organska onesnaževala do ogljikovega dioksida, vode in anorganskih produktov [1, 3, 
6]. Reakcija ne poteka direktno do same mineralizacije, ampak vmes nastanejo 
oksidacijski medprodukti, ki lahko potem dalje reagirajo z radikali [5]. 
 
Reakcija med •OH in organskimi molekulami lahko poteka po treh poteh: z odvzemom 
vodikovega atoma iz skupin C-H, N-H ali O-H, kot substitucija z •OH ali kot adicija k 
nenasičenim vezem (npr. C=C, C=N) [6, 7]. 
 
Hidroksilni radikal lahko zelo hitro razgradi paleto organskih onesnaževal (106-109 M-
1s-1). Kljub temu, da ima visok oksidacijski potencial, je reakcija med •OH in organsko 
molekulo odvisna od afinitete teh molekul do oksidanta [6].  
 
 
1.1.1 Proces H2O2/UV 
Pri tem procesu odpadni vodi dodamo H2O2 in jo nato obsevamo z UV svetlobo, ki ima 
valovno dolžino manjšo kot 280 nm. Med kisikoma v peroksidu poteče homolitska 
cepitev in nastaneta dva hidroksilna radikala •OH (reakcija /1/). Fotoliza v raztopini 
H2O2 je odvisna od pH in je višja pri bazičnih pogojih[1, 4]. 
 
H2O2
ℎʋ
→ 2 •OH /1/ 
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Pri raziskavah so ugotovili, da H2O2/UV učinkovito razgradi glikolno kislino, kjer ta 
razpade na oksalno in mravljinčno kislino. Radikal •OH oksidira dimetilsulfoksid in vse 
njegove intermediate (metansulfinat, metansulfonat, formaldehid, format ion,…) do 
ogljikovega dioksida in sulfata. Pogosto onesnaževalo naftne industrije je aditiv metil 
terc-butil eter. Dokazali so, da se ga lahko s procesom H2O2/UV odstrani tudi do 98 % 
[3]. 
 
 
1.1.2 Fotokataliza 
Reakcija poteče ob aktivaciji polprevodnega materiala z absorpcijo fotona primerne 
valovne dolžine. Katalizator tako vsebuje dovolj energije, da pospeši elektron iz 
valenčnega pasu do prevodnega pasu in ustvari luknjo v valenčnem pasu. Ta luknja bo 
delovala kot oksidant ali pa bo generirala •OH [3]. Glede na rezultate raziskovanj ima 
najboljše lastnosti katalizator TiO2, saj je zelo stabilen, dobro učinkuje in ima primerno 
ceno na trgu [1].  
 
Za fotokatalizo s TiO2 je bilo raziskano, da odstranjuje barve in pigmente, pesticide 
(klordan, metasystox), herbicide, surfaktante (alkilbenzensulfonat, polietoksilat 
surfaktant), detergente. Kot dezinfekcijsko sredstvo se uporablja proti P. aeruginosa, E. 
coli, virusu gripe, MRSA, T. bacillus. S kombiniranimi polprevodniki, kot na primer 
CdS/TiO2, so iz odpadne vode odstranili različne organske molekule, ki vsebujejo klor 
(klorobenzen, klorofenol, polivinil klorid,…) [3]. 
 
 
1.1.3 Fentonov proces in foto-Fentonov proces 
Fentonova reakcija je postopek pri katerem pri kislih pogojih (pH = 2-4) iz železovih 
soli (Fe2+) in H2O2 nastajajo •OH radikali (reakcija /2/) [6, 8]. 
 
Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + OH- + •OH /2/ 
 
Nastali Fe3+ ioni reagirajo z vodikovim peroksidom (reakcija /3/) in tako regenerirajo 
Fe2+ ion, kar pospeši Fentonov proces [6]. 
 
Fe3+ + H2O2 → Fe
2+ + HO2
• + H+ /3/ 
 
Fentonov proces je najbolj optimalen pri točno določenem razmerju reagentov. To 
razmerje je potrebno za vsak vzorec vode posebej določiti, saj je matrica vode različna 
[8]. Proces je zelo priljubljen za uporabo pri čiščenju odpadnih vod, saj je železo zelo 
dostopno in nestrupeno, vodikov peroksid pa je okolju prijazen in enostaven za uporabo 
[1]. 
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Učinkovitost razgradnje organskih snovi se lahko pri Fentonovem reagentu poveča z 
obsevanjem UV in vidne svetlobe (UV/VIS), kjer je prisotno sevanje valovnih dolžin od 
300-600 nm. Taki reakciji rečemo foto-Fentonov proces [1, 3]. 
 
Med reakcijo se Fe3+ ioni ne akumulirajo, ker se v procesu fotolize iz Fe3+ regenerirajo  
Fe2+ ioni (reakcija /4/). Tak proces je učinkovitejši, saj se v primerjavi s samim 
Fentonovim reagentom ne ustavi, prav tako pa se formira več •OH [1, 3]. 
 
Fe3+ + H2O 
ℎʋ
→ Fe2+ + H+ + •OH /4/ 
 
S Fentonovim procesom lahko zmanjšamo strupenost odpadne vode in povečamo 
biorazgradljivost. Proces se uporablja za razgradnjo fenolov (fenol, 4-klorofenol, 2,4-
diklorofenol, nitrofenol) in nitrobenzena. Prav tako so ugotovili, da se biološka 
razgradljivost diklorodietil etra, insekticidov (antracen (PAH), organofosfatni 
insekticidi) in odpadne vode iz tekstilne ter papirne industrije s Fentonovim procesom 
izboljša [3]. 
 
Fernandez-Alba in sodelavci [9] so preverjali spremembe strupenosti raztopine pesticida 
metomila (50 mg/L). Uporabili so fotokatalizo (TiO2) in foto-Fentonov proces. 
Rezultati obeh procesov so bili primerljivi. Mineralizacija pesticida je v obeh primerih 
potekala počasi. Reakcija /5/ predstavlja predpostavljeno reakcijo mineralizcije:  
 
C5H10O2N2S + 
13
2
 O2 → 2NH4
+ + SO4
2- + 5CO2 + H2O /5/ 
 
Pesticid se je v foto-Fentonovi reakciji razgradil v 60 minutah, pri fotokatalizi pa v 100 
minutah. Rezultati strupenostnih testov z različnimi organizmi so pokazali jasno 
zmanjšanje strupenosti vode pri obeh metodah. 
 
 
1.1.4 Ozonacija 
Ozon je brezbarven, reaktiven in vodotopen plin, ki ima značilen vonj. Vrelišče plina je 
pri temperaturi -112 °C. Pri atmosferskem tlaku se ozon delno topi v vodi, pri 
standardnih pogojih pa je ozon v vodi 10-krat bolj topen kot sam kisik. Njegov redoks 
potencial 2,07 eV dokazuje, da je zelo močan oksidant [3, 10]. 
 
Ozon je alotropska modifikacija kisika, sestavljena iz treh kisikovih atomov. Molekula 
je kotne oblike, je polarna in ima dipolni moment. Pojavlja se v dveh resonančnih 
oblikah (Slika 1) [10]. 
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Slika 1: Resonančni obliki ozona [11] 
Zaradi velike nestabilnosti se ga mora proizvesti in-situ v generatorjih ozona. Proizvaja 
se z izjemno visokimi napetostmi in UV sevanjem, zaradi česar molekule kisika 
razpadejo, nastanejo pa kisikovi radikali. Ti radikali potem reagirajo s preostalimi 
molekulami kisika in tvorijo ozon. Danes je najpogosteje uporabljena metoda 
pridobivanja ozona s koronskim praznjenjem, saj ta proizvede višje količine ozona, 
delovanje enote je dolgotrajno in stroškovno ugodno [12]. 
 
Ozon se pri pripravi pitne vode uporablja kot dezinfekcijsko sredstvo za uničenje 
virusov, bakterij in praživali, prav tako pa razgrajuje snovi, ki povzročajo neprijetne 
vonjave in spojine, ki obarvajo vodo. Kot močan oksidant je primeren za oksidacijo 
anorganskih ter organskih spojin [13]. 
 
Reakcije organske snovi z ozonom lahko potekajo na dva načina, in sicer direktno s 
samim ozonom ali indirektno s sekundarnimi oksidanti – to so po navadi radikali [14, 
15]. 
 
V praksi bosta potekali obe oksidaciji, tako direktna kot indirektna. Kateri proces bo 
prevladujoč, je odvisno od dejavnikov kot so temperatura, pH (nižji pH spodbuja 
oksidacijo z molekularnim O3, višji pH pa nastanek radikalov) ter kemijska sestava 
vode [8, 14]. 
 
 
1.1.4.1 Direktna ozonacija 
Pri direktni ozonaciji lahko ozon zaradi svoje strukture deluje kot 1,3-dipol, elektrofilno 
sredstvo in nukleofilno sredstvo. Poteče lahko eden izmed naslednjih treh mehanizmov 
[14]: 
 
Cikloadicija  
V procesu, ki se imenuje tudi Crieggeejev mehanizem, lahko ozon zaradi svoje 
dipolarne oblike povzroči 1-3 ciklo adicijo na nenasičeniih vezeh organskih spojin, kar 
vodi do oblikovanja primarnega ozonida (reakcija /6/). Ta v vodi razpade v aldehid, 
keton ali Zwitter ion. Slednji čez čas razpade na H2O2 in karbonilno spojino. [14, 15].  
 
 
/6/ 
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Elektrofilna reakcija 
Tak mehanizem reakcij poteče v raztopinah, ki vsebujejo aromatske molekule in 
molekule z  veliko elektronsko gostoto. Aromatske skupine, ki imajo vezane skupine, ki 
so elektronski donorji, npr. OH in NH2 skupine, imajo veliko elektronsko gostoto na 
ogljikovih atomih na orto in para mestih. Na teh mestih poteče reakcija z ozonom. 
Reakcija /7/ prikazuje potek elektrofilne reakcije med fenolom in ozonom [14]. 
 
 
/7/ 
 
Nukleofilna reakcija  
Take reakcije potekajo predvsem na mestih molekule, kjer imamo elektronski 
primanjkljaj in na atomih ogljika, na katere so vezane skupine, ki elektrone sprejmejo 
(COOH, -NO2) [14]. 
 
 
1.1.4.2 Indirektna ozonacija 
Indirektna ozonacija vodi v nastanek radikalov, ki za razliko od ozona delujejo zelo 
neselektivno, kar pa je za čiščenje vode toliko bolje. Mehanizem poteče po naslednjih 
treh korakih [15]: 
 
Iniciacija 
Prvi korak pri indirektni ozonaciji je razpad ozona s pomočjo iniciatorjev, kot je na 
primer hidroksidni ion OH-. Reakcija med ozonom in OH- vodi v nastanek 
superoksidnega anion radikala O2
•- in hidroperoksilnega radikala HO2
• (reakcija /8/). 
Hidroperoksilni radikal je v kislinsko bazičnem ravnotežju (reakcija /9/) [15]. 
 
O3 + OH
- → O2
•- + HO2
• /8/ 
HO2
• ↔ O2
•- + H+  (pKa = 4,8) /9/ 
 
Radikalska verižna reakcija 
To je faza nastanka hidroksilnega radikala •OH. Ta v naslednjem koraku reagira z 
ozonom, kjer nastane HO2
• in proces se spet ponovi - razvije se verižna reakcija 
(reakcije /9/-/14/), ki jo vzdržujejo tako imenovani promotorji. To so snovi, ki 
hidroksilne radikale pretvorijo v superoksidne radikale [15]. 
 
O3 + O2
•- → O3
•- + O2 /10/ 
O3
•- + H+ ↔ HO3
•  (pKa = 6,2) /11/ 
HO3
• → •OH + O2 /12/ 
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•OH + O3 → HO4
• /13/ 
HO4
• → O2 + HO2
• /14/ 
 
 
Terminacija 
Nekatere organske in anorganske molekule reagirajo z •OH, kjer nastanejo sekundarni 
radikali, ki ne nadaljujejo proizvodnje superoksidnih radikalov. Tako se ustavi razpad 
ozona in nastanek verižne reakcije. Snovi, ki zavrejo reakcijo se imenujejo inhibitorji 
[15]. 
 
 
1.1.4.3 Tehnike ozonacije 
Čeprav je ozon eden izmed najmočnejših oksidantov, ki se uporablja za pripravo pitne 
in čiščenje odpadne vode, pa so z direktno aplikacijo omenjenega plina reakcijske 
hitrosti nizke, mineralizacija pa je nepopolna, zato so se razvile metode, pri katerih iz 
ozona nastaja močnejši oksidant, radikal •OH [15]. 
 
Katalitska ozonacija 
Poznamo dve vrsti katalitske ozonacije, in sicer homogeno in heterogeno homolitsko 
ozonacijo.  
 
Homogena katalitska ozonacija 
Ioni prehodnih kovin v vodi katalizirajo razgradnjo O3 do O2
•-, ta pa prenese elektron na 
drugo molekulo O3 in posledično se formira hidroksilni radikal •OH. Drugi način 
razgradnje organskih molekul je, da se formira kompleks med kovinskim katalizatorjem 
in organsko molekulo, ta nato reagira z O3, kar povzroči oksidacijo organske molekule 
[4]. 
 
Heterogena katalitska ozonacija 
Pri tej metodi se uporabljajo trdni katalizatorji, kot so železov oksid, titanov oksid, 
aluminijev oksid. Oksidacija lahko poteče na dva načina: kovinski oksid adsorbira ozon 
in ga razgradi do hidroksilnega radikala •OH, drugi način pa vključuje prenos elektrona 
iz kovine na ozon, kjer nastane O3
•- in pozneje formira •OH [4]. 
 
Učinkovitost in mehanizem metode sta odvisna od izbire katalizatorja, pH-ja vode in 
karakteristik katalizatorja (površina, gostota, volumen por, poroznost, velikost por) [4]. 
 
Proces O3/ H2O2 
Proces, v katerem se uporabi kombinacija O3 in H2O2, je znan kot perokson. Z uporabo 
te kombinacije pospešimo pretvorbo O3 do •OH. Vodikov peroksid je šibka kislina, ki v 
vodi disociira v hidroperoksidni ion HO2
- (reakcija /15/). H2O2 v osnovi počasi reagira z 
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O3, medtem ko poteče reakcija med O3 in HO2
- zelo hitro. Produkt slednje reakcije je 
radikal •OH (reakcija /16/) [4, 5]. 
 
H2O2 → HO2
- + H+ /15/ 
O3 +  HO2
- → •OH + O2
- + O2 /16/ 
 
Proces O3/UV 
Pri tem procesu ozon obsevamo z UV svetlobo valovne dolžine 254 nm. Pri reakciji 
fotolize kot produkt dobimo vodikov peroksid (reakcija /17/), ki dalje razpade na 
hidroksilni radikal (reakcija /1/) [4]. 
 
O3 +  H2O 
ℎʋ
→H2O2 + O2 /17/ 
 
Pri tem procesu lahko oksidacija polutantov poteče na tri načine, in sicer: 
 z direktno fotolizo polutantov, ki absorbirajo svetlobo uporabljene valovne 
dolžine, 
 s procesom O3/UV 
 s procesom H2O2/UV [15]. 
 
Molski ekstinkcijski koeficient (pri λ = 254 nm) je pri ozonu veliko višji (3300 M-1cm-1)  
kot pri H2O2 (18,6 M
-1cm-1), kar pomeni, da proces O3/UV poteče veliko hitreje kot 
proces H2O2/UV. Razpad ozona je napram razpadu vodikovega peroksida hitrejši za 
faktor 1000 [15]. 
 
Če uporabimo kombinacijo sistema O3/H2O2/UV, se razpad ozona še poveča in s tem 
posledično tudi nastajanje hidroksilnega radikala [4]. 
 
Ozonacija fenola in benzojske kisline lahko poteče že z molekularnim ozonom pri 
visokem pH-ju (9-12), če pa ozon skombiniramo še z vodikovim peroksidom in/ali UV 
svetlobo, ta oksidacija poteče hitro tudi pri nižjem pH-ju (3-7). Uporaba O3/UV tehnike 
za odstranjevanje fenolov in nekaterih molekul z nizko molekulsko maso (oksalna 
kislina, glioksal, glioksilna kislina, mravljična kislina) vodi v popolno mineralizacijo do 
CO2 in H2O. Tehnika O3/UV v primerjavi z H2O2/UV odstrani več p-kloronitrobenzena 
in nitrofenolov [3]. 
 
 
1.1.4.4 Spremembe strupenosti po ozonaciji 
Velika omejitev ozonacije je sorazmerno visok strošek produkcije ozona, zato včasih, 
da bi bil proces ekonomsko upravičen, reakcije z ozonom ne vodimo do popolne 
mineralizacije organskih spojin. Med procesom ozonacije nastanejo oksidacijski 
Janja Kramarič: Spremembe strupenosti pri ozonaciji odpadne vode 
8 
 
medprodukti, ki so lahko še bolj strupeni od primarne molekule, zato je potrebno 
preverjati strupenost tudi po končani ozonaciji [8]. 
 
Zhao in sodelavci [7] so raziskovali razgradnjo in spremembe strupenosti raztopine 
pesticida tiametoksama (THIA) pri ozonaciji. Pri poskusu se je odstranilo 71 % 
pesticida v času 90 minut pod pogoji pH = 5-11, začetna koncentracija THIA = 50-300 
mg/L, koncentracija ozona = 10-22,5 mg/L, T = 293-308 K. Pri procesu razgradnje so 
zaznali prisotne 4 intermediate in določili mehanizem razgradnje. Če bi se čas ozonacije 
podaljšal, bi se vsi štirje intermediati mineralizirali. Strupenost so preverjali s pomočjo 
luminiscenčnih bakterij (GB/T 15441-1995). Pri začetni koncentraciji THIA 200 mg/L 
se je inhibicija zmanjšala za 60 %, KPK so odstranili za 76 %. 
 
Nakrst in sodelavci [8] so raziskovali odstranitev estrogenov 17β-estradiol (E2) in 17α-
etinilestradiol (EE2) z ozonacijo in Fentonovo oksidacijo. Ugotovili so, da je za 
odstranitev E2 najboljše razmerje Fe2+ : H2O2 = 1:33, v primeru EE2 pa 1:20. V obeh 
primerih so odstranili 99 % estrogena. Tudi z ozonacijo so oba estrogena, v času 30 s, 
odstranili iz raztopine. Estrogensko aktivnost so v obeh primerih zaznali tudi po 
končanem eksperimentu, kar lahko pojasnimo z nastankom intermediatov. 
 
Mecha in sodelavci [16] so za določanje strupenosti odpadne vode uporabili 
fotokatalitsko ozonacijo. Kot modelno odpadno vodo, so uporabili raztopino fenola s 
koncentracijo 5000 µg/L. Uporabljeni katalizatorji so bili TiO2 in TiO2 dopiran z 
železovim ionom. Citotoksičnost so določali s kolorimetrično metodo, pri kateri so 
uporabili reagent 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT). 
Metoda temelji na meritvi encimske pretvorbe MTT v formazan v mitohondrijih živih 
celic. Rezultati so pokazali, da je neobdelana voda precej strupena, preživelo je le 28,7 
% celic. Pri sami ozonaciji in fotokatalizi je strupenost upadla, saj je preživelo 38 % 
oziroma 59 % celic. S fotokatalitsko ozonacijo, kjer so uporabili UV svetlobo, je 
preživelo največ celic, in sicer 76 %, kjer je bil uporabljen katalizator TiO2 in 80 %  s 
katalizatorjem TiO2/Fe. Pri solarni fotokatalitski ozonaciji je preživelo 58 % (TiO2) in 
69 % (TiO2/Fe) celic. Te rezultate so potrdile tudi prejšnje raziskave, ki pravijo, da se 
akutna strupenost fenola in njegovih intermediatov s katalitsko ozonacijo drastično 
zniža. 
 
Coelho in sodelavci [17] so dokazali, da je ozon učinkovit za odstranjevanja analgetika 
diklofenaka (DCF). Po 30 minutah ozoniranja raztopine s koncentracijo 200 mg/L so 
koncentracijo DCF-ja zmanjšali za več kot 99 %. Do popolne razgradnje DCF-ja ni 
prišlo, saj se ga je po eni uri mineraliziralo samo 24 %. Opravili so akutni test 
strupenosti z bakterijo Aliivibrio fischeri, kjer so na podlagi vrednosti EC50, ugotovili, 
da se je strupenost rahlo zmanjšala. Ozonacija je prav tako izboljšala biorazgradljivost 
raztopine (BPK5/KPK = 0,19). 
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Boševski in sodelavci [18] so raziskovali razgradnjo antibiotika tiamulin fumarata z 
različnimi oksidacijskimi metodami. Pri ozonaciji se je strupenost na aktivno blato 
bistveno zmanjšala (okoli 90 %) že pri majhni dozi ozona, s Fentonovim reagentom se 
je strupenost zmanjšala za 40 %, TOC pa za 50 %. 
 
Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da ima sprememba strupenosti pomembno vlogo 
pri določanju učinkovitosti naprednih oksidacijskih procesov. 
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2 Namen dela 
Namen dela je bil raziskati, ali se spremeni strupenost odpadne vode po ozonaciji. Kot 
modelno farmacevtsko odpadno vodo smo uporabili raztopino antibiotika tiamulin 
fumarata. Spremembe strupenosti smo določali z biotestom, pri katerem smo za testni 
organizem izbrali malo vodno lečo Lemna minor, ki je ena najbolj primernih vodnih 
rastlin za testiranje strupenosti. Spremembo koncentracije antibiotika smo spremljali z 
merjenjem celotnega organskega ogljika (TOC). 
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3 Eksperimentalni del 
Za določanje sprememb strupenosti odpadne vode smo uporabili test inhibicije rasti 
vodne rastline mala vodna leča oziroma Lemna minor. Kot modelno odpadno vodo smo 
uporabili raztopino antibiotika tiamulin fumarata.  
 
 
3.1 Tiamulin fumarat 
Tiamulin je polsintetični diterpenski antibiotik. Je derivat makrolida pleuromutilina, 
katerega proizvajata bazidiomiceti Pleurotusmutilis in P. passeckerianus Pilat [19]. 
Deluje bakteriostatično in sicer tako, da inhibira sintezo beljakovin bakterij z vezavo na 
ribosom [20]. 
 
Tiamulin se uporablja samo v veterinarski medicini, v obliki tiamulin fumarata (v 
nadaljevanju TF), za zdravljenje in preprečevanje bolezni prašičev in perutnine [20]. 
Prav tako pa lahko TF vpliva tudi na povečanje prirasta živali [19]. 
 
Formula tiamulin fumarata je C32H51NO8S (Slika 2). Je v obliki belega kristaliničnega 
prahu. V vodi je dobro topen, prav tako v etanolu. Vrelišče TF je pri temperaturi 147 
°C. 1 % vodna raztopina ima pH 3,1 – 4,1. Pod normalnimi pogoji uporabe, skladiščenja 
in transporta je TF stabilen in nereaktiven [21, 22].  
 
 
Slika 2: Strukturna formula tiamulin fumarata [23] 
 
3.1.1 Priprava raztopine tiamulin fumarata 
Raztopino TF s koncentracijo 400 mg/L smo pripravili iz čistega antibiotika v prahu. V 
500 mL merilno bučko smo dodali 200 mg stehtanega antibiotika in do oznake napolnili 
z destilirano vodo. Raztopino smo dobro premešali, da se je antibiotik popolnoma 
raztopil. 
 
 
3.2 Šaržna ozonacija raztopine tiamulin fumarata 
Pri ozonaciji smo uporabljali ozonator proizvajalca Xylem Water Solutions Herford 
GmbH, tip OCS Modular 8 HC. Delovne nastavitve ozonatorja so bile:  
 tlak: 0,5 bar 
 pretok plina: 50 L/h 
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 potenciometer št. 4 
 nominalna koncentracija ozona v plinu je 100 g/m3. 
 
 
Slika 3: Šaržni reaktor uporabljen pri ozonaciji raztopine TF 
 
Ozonacija je potekala v šaržnem reaktorju (Slika 3) v 4. ciklih in sicer tako, da smo 
raztopino najprej 10 minut prepihovali z ozonom in nato 20 minut počakali na naslednji 
cikel prepihovanja. Vmes, po vsakem končanem ciklu ozonacije, smo odpipetirali 10 
mL vzorca raztopine. Natančni podatki vzorčenja so prikazani na Sliki 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ozoniranje  
 Perioda mirovanja 
Slika 4: Shema poteka šaržne ozonacije v odvisnosti od časa 
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3.3 Mala vodna leča 
Mala vodna leča je vodni makrofit, ki spada v družino vodolečevk (Lemnaceae), ki 
spadajo med najmanjše in najpreprostejše rastline [24]. 
 
Rastlina je velika od 2 do 4 mm, steblo je močno skrajšano in členjeno [24]. Poganjki 
podobni listom so stebelni členi (Slika 5). To so sploščene, kroglaste do jajčaste tvorbe, 
ki so lahko posamične ali v kolonijah 2-5 členov. Vsak posamičen člen ima po navadi 
eno koreninico in je sestavljen iz gobastega tkiva, ki je bogato z zrakom (aerenhim), kar 
pa rastlini omogoča plavanje na vodni površini [25]. 
 
 
Slika 5: Mala vodna leča [26] 
Cvetenje vodolečevk je redko in se po navadi razmnožujejo le vegetativno, z ločitvijo 
posameznih členov, na katerih v brstnem mešičku požene nov stebelni člen [25, 27]. 
Prav nespolno razmnoževanje rastlini omogoča hiter razvoj in razrast [27]. 
 
Zaradi velike občutljivosti in selektivnosti na težke kovine in ostala vodna 
onesnaževala, se mala vodna leča uporablja pri različnih ekotoksikoloških  študijah in 
študijah kakovosti vode ter fitoremediacije. Je idealen testni sistem predvsem zaradi 
svojih fizioloških lastnosti, kot so majhnost, hitra rast organizma v mejah pH od 5 do 9 
in njeno vegetativno razmnoževanje ter enostavno gojenje v laboratoriju [28, 29]. 
 
 
3.3.1 Priprava medija za rast male vodne leče 
Za pripravo medija, smo v litrsko merilno bučko do polovice nalili destilirano vodo in 
vanjo odpipetirali 20 mL raztopin 1, 2 in 3 ter po 1 mL raztopin 4, 5, 6, 7 in 8 (Tabela 
1). Ob dodatku vsakega reagenta smo raztopino v bučki premešali. Na koncu smo bučko 
do oznake napolnili z destilirano vodo in dobro premešali medij.
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Tabela 1: Sestava reagentov za pripravo rastnega medija male vodne leče [25] 
Reagent Sestava 
Raztopina 1 
17,5 g KNO3 
vse skupaj raztopljeno 
v 1000 mL vode 
4,5 g KH2PO4 
0,63 g K2HPO4 
Raztopina 2 5 g/L MgSO4 · 7 H2O 
Raztopina 3 14,75 g/L Ca(NO3) · 4 H2O 
Raztopina 4 120 mg/L H3BO3 
Raztopina 5 180 mg/L ZnSO4 · 7 H2O 
Raztopina 6 44 mg/LNaMoO4 · 2 H2O 
Raztopina 7 180 mg/L MnCl2 · 4 H2O 
Raztopina 8 
760 mg FeCl3 · 6 H2O vse skupaj raztopljeno 
v 1000 mL vode 1500 mg EDTA · 2 H2O 
 
 
3.3.2 Izvedba testa strupenosti 
Test strupenosti smo izvedli v mikrotitrskih ploščah (Slika 6). Za vsak cikel ozonacije 
smo pripravili po 2 paralelki vzorca, ki smo ga predhodno razredčili z raztopino medija 
za rast. Za slepi vzorec smo vzeli raztopino medija, za začetni vzorec pa raztopino 
tiamulin fumarata. Tudi ta dva vzorca smo razredčili. Faktor vseh redčitev je bil 4. V 
vsako paralelko smo dodali po 6 členkov male vodne leče in plošče zaprli s prozorno 
folijo ter jih postavili v inkubator. Inkubacija je trajala 7 dni, pri temperaturi 25 °C ± 2 
°C pod belo fluorescentno svetlobo s ciklom svetlobe/teme v razmerju 16h/8h. [30] 
 
 
Slika 6: Mala vodna leča pred 7-dnevno inkubacijo 
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3.3.3 Izračun specifične rasti 
Specifično hitrost rasti izračunamo po enačbi (1): 
 
µ =
ln𝑁1 − ln𝑁0
𝑛
 (1) 
  
µ specifična rast (dan-1) 
N0 število členov v času t = 0 dni (/) 
N1 število členov v času t = 7 dni (/) 
n število dni (dan) 
 
 
 
 
3.4 Določanje totalnega organskega ogljika 
Pri določanju TOC smo uporabili vzorec začetne raztopine in raztopin po 1. ter 4. ciklu 
ozonacije. Odpipetirali smo po 20 mL posameznega vzorca in jih analizirali s TOC 
analizatorjem Analytik Jena multi N/C 3100.  
 
Princip metode temelji na temu, da vzorec doziramo v sežigno komoro v toku nosilnega 
plina. Pri temperaturi 680 °C se celotni ogljik (TC) oksidira v CO2. Nastali CO2 nato 
vodimo v infrardečo celico, kjer se določi njegova koncentracija. Anorganski ogljik (IC) 
določimo na podoben način, le da se vzorec nakisa in segreje na temperaturo 200 °C. To 
povzroči pretvorbo anorganskega ogljika v CO2. Kot rezultat razlike med TC in IC 
dobimo TOC. [31] 
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4 Rezultati in razprava 
Glede na rezultate eksperimenta, tako raztopina tiamulin fumarata (TF), kot tudi 
ozonirani vzorci te raztopine zavirajo rast in razvoj členkov rastline male vodne leče, 
prav tako pa vplivajo tudi na zmanjšanje koncentracije pigmenta klorofila v členkih. 
 
Začetni vzorec TF inhibira rast rastline za 80 %. Pri vzorcih, ki so bili izpostavljeni 
ozonu, je inhibicija podobna in se giblje med 72 in 83 % (Tabela 2). Opazimo 
spremembo barve členkov male vodne leče (Slika 7). Pri slepem vzorcu je barva 
členkov takšna kot pred inkubacijo, pri začetnem vzorcu je mogoče opaziti pomanjkanje 
pigmenta, kjer so členki rahlo rumeni, pri ozoniranih vzorcih pa pride do popolnega 
razbarvanja členkov do bele barve.  
 
Tabela 2: Rezultati strupenostnega testa 
Vzorec 
Čas ozonacije 
(min) 
Število členkov 
po 7. dneh (/) 
Specifična rast 
(dan-1) 
Inhibicija 
(%) 
  P1 P2 P1 P2 Povprečje 
Slepi 0 46 42 0,2910 0,2780 / 
Začetni 0 9 9 0,0579 0,0579 80 
Cikel 1 10 9 12 0,0579 0,0990 72 
Cikel 2.1 20 9 10 0,0579 0,0730 77 
Cikel 2.2 20 8 9 0,0411 0,0579 83 
Cikel 3 30 9 8 0,0579 0,0411 83 
Cikel 4 40 9 8 0,0579 0,0411 83 
 
 
 
Slika 7: Mala vodna leča po končani 7-dnevni inkubaciji strupenostnega testa 
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Specifično hitrost rasti male vodne leče smo izračunali po enačbi (1). Na Grafu 1 smo 
predstavili specifično rast v odvisnosti od časa ozoniranja, pri čemer smo opazili, da je 
pri začetnem vzorcu, kjer imamo v raztopini sam antibiotik, specifična rast 0,058 dan-1 
in je nekoliko nižja kot pri prvem ciklu ozonacije, kjer ta znaša 0,078 dan-1. Pri vseh 
nadaljnjih ciklih ozonacije se specifična rast niža. 
 
Najmanj strupena je raztopina z najvišjo specifično rastjo in sodeč po rezultatih 
eksperimenta je to raztopina antibiotika po 1. ciklu ozonacije. Razlika specifične rasti 
napram začetni raztopini je 0,02 dan-1. Ker so razlike v specifičnih rasteh zelo majhne, 
lahko rečemo, da se strupenost raztopine TF z ozonacijo ni spremenila. 
 
 
Graf 1: Odvisnost specifične rasti od časa ozonacije 
 
Po analizi totalnega organskega ogljika vidimo, da se ta s posamezno ozonacijo manjša 
(Graf 2). Razlika TOC med začetnim vzorcem in zadnjim ciklom ozonacije je 34,3 
mg/L (13,4 %). Zmanjšanje TOC-a pomeni, da se antibiotik v procesu ozonacije 
razgrajuje, vendar mineralizacija ni potekla do konca. Predvidevamo, da je prišlo do 
nastajanja medproduktov ozonacije, ker se strupenost raztopine kljub zmanjšanju TOC-
a ni spremenila. 
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Graf 2: Spreminjanje koncentracije TF izražene kot TOC v odvisnosti od časa ozonacije 
 
Iakovides in sodelavci [32] so pri raziskavi odstranitve osmih različnih antibiotikov iz 
odpadne vode z ozonacijo dobili podobne rezultate, kot jih je pokazal naš eksperiment. 
Določili so, da je najbolj optimalen hidravličen retencijski čas 40 minut, saj se že ob 
najmanjši koncentraciji ozona (0,125 gO3 gDOC
-1) molekula antibiotika razgradi. 
Analiza raztopljenega organskega ogljika (DOC) je pokazala, da se je ta zmanjšal za 25 
%. Kljub razgradnji antibiotika in odstranitvi raztopljenega organskega ogljika, pa se 
strupenost raztopine ni zmanjšala. Opravili so strupenostne teste na treh rastlinah 
(Lepidium sativum, Sinapis alba in Sorghum saccharatum) in določali inhbicijo kalitve 
semen, rasti poganjkov ter korenin. Inhibicija se je z višjo koncentracijo ozona 
povečevala. Ti rezultati, prav tako kot naši, nakazujejo na prisotnost nastalih 
medproduktov, ki so bolj strupeni od prvotnih molekul antibiotikov. 
 
Po drugi strani pa so Ben in sodelavci [33] s Fentonovim reagentom odstranjevali 
antibiotike, ki se uporabljajo v veterini, med katerimi je bil tudi tiamulin fumarat (konc. 
= 1 mg/L). Eksperiment so izvedli v šaržnem reaktorju ob optimalnem razmerju 
reagentov (H2O2:Fe
2+) 1,5:1. Rezultati so pokazali, da se je TF razgradil hitreje in 
učinkoviteje kot vsi sulfonamidi. TOC se je zmanjšal za 22 %. Nizka odstranitev TOC-a 
pomeni, da mineralizacija ni potekla do konca in nastali so medprodukti. Akutno 
strupenost raztopine so preverili s testom z vodno bolho (Daphnia magna). Strupenost 
so izrazili kot odstotek imobilizacije. Imobilizacija pri začetni raztopini je bila 69 % in 
se je zmanjšala po tem, ko so odpadno vodo tretirali s H2O2/Fe
2+ na 44 %. Rezultati 
nakazujejo na to, da se lahko strupenost odpadne vode iz prašičjih farm, pri kateri je 
prisoten tudi TF, zmanjša za 25 %. 
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5 Zaključek 
Eden izmed naprednih oksidacijskih procesov je ozonacija, ki se uporablja tako pri 
pripravi pitne in čiščenju odpadne vode za odstranitev organskih snovi kot tudi za 
dezinfekcijo. Ta postopek je zelo učinkovit, včasih pa pride do nastajanja strupenih 
medproduktov. 
 
V eksperimentalnem delu smo preverjali možnost uporabe ozonacije za čiščenje 
modelne farmacevtske odpadne vode z namenom znižanja strupenosti. Modelna 
odpadna voda je vsebovala veterinarski antibiotik tiamulin fumarat z začetno 
koncentracijo 400 mg/L. Pri eksperimentu se strupenost modelne odpadne vode po 
ozonaciji ni spremenila, saj so razlike v specifičnih rasteh male vodne leče Lemna minor 
zelo majhne. Specifična rast ozoniranih vzorcev napram začetni raztopini TF se je 
zmanjšala za približno 0,008 dan-1. Izjema je le prvi cikel ozonacije, kjer je specifična 
rast višja, in sicer za 0,02 dan-1. Tako začetna raztopina antibiotika, kot tudi vsi njeni 
ozonirani vzorci, vplivajo na rast členkov male vodne leče in tudi na zmanjšanje 
koncentracije pigmenta klorofila v rastlini. Pri eksperimentu je prišlo do zmanjšanja 
totalnega organskega ogljika za 13,4 %. Ta sprememba ni vplivala na strupenost in zato 
predvidevamo, da so nastali strupeni medprodukti. 
 
Na podlagi rezultatov lahko rečemo, da sama ozonacija pod pogoji, ki smo jih imeli v 
tem eksperimentu, ni dovolj učinkovit postopek za odstranjevanje tiamulin fumarata iz 
odpadnih vod. Smiselno bi bilo uporabiti druge tehnike ozonacije (npr. dodatek H2O2 ali 
obsevanje z UV svetlobo), ki bi povečali nastanek hidroksilnih radikalov. Posledično bi 
bila mineralizacija tiamulin fumarata in organskih medproduktov boljša in strupenost 
odpadne vode bi se zmanjšala.  
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